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1. Jelolésjegyzék

ATP
CAMP
Clqg
C57Bl/6J
cFos
CR3
CSF1R
CX
CX43
CX46
DAPI
Gq

HSA
Fc-fragmens
Kv2.1
P2Y12R
PB

PSB
SNRNS
TBS
TOM20
TTC

VNUT

adenozin-trifoszfat

ciklikus adenozin-monofoszfat

komplement komponens 1q

transzgenikus egértorzs

proto-onkogén fehérje, azonnali korai gén
komplement receptor 3

koldniastimulal6 faktor 1 receptor

connexin

connexin-43

connexin-46

2,4-diamidino-2-fenilindol

foszfolipaz C stimulélasdhoz vezetd G-fehérje
human szérum albumin

immunglobulinok ,,fragment crystallizable” része
fesziiltségfiiggd kalium-csatorna fehérje

P2Y 12 receptor

foszfat puffer

PSB0739 (szelektiv P2Y12R antagonista)

kis nuklearis ribonukleinsav
trisz-(hidrometil)-amino-metan
mitokondrialis kiils6 membran transzlokaz komplex
2,3,5-trifeniltetrazolium-klorid

vezikularis nukleotid transzporter
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2. Bevezetés

Napjainkban emberek millioi szenvednek idegrendszeri megbetegedésekben. A legtobb
korkép esetében azonban jelenleg nem all rendelkezésre megfeleld terapias kezelés, mivel a
betegségekkel kapcsolatos ismereteink hianyosak, kialakuldsuk pontos okai csupan részben
ismertek, és a kialakuldsukban szerepet jatszo cellularis és molekularis mechanizmusok zome
maig tisztazatlan.

Az elmult évtizedekben az idegrendszer fizioldgias és patologids folyamatainak
megertése ¢érdekében folytatott vizsgalatok egyértelmiien idegsejt-kozpontiiak voltak,
elsddlegesen az idegsejtek funkcidjat és anatomidjat vizsgaltak. Az idegrendszeri betegségek
ugyanakkor nem vezetett eredményre, ami felveti egy gyokeresen Uj szemléletmod
sziikségességét (Anderson et al., 2017).

A szervezet sajat immunrendszerének tdmogatasa és hadrendbe allitdsa mas, nem
idegrendszeri korképekben is felmertilt, igy példaul a rakos sejtek ellen jelentds attorést hozott
a daganatterapiaban, aminek felfedezéséért a 2018-as orvosi-¢lettani Nobel-dijat egy amerikai
és egy japan kutatonak itélték oda. Frdemes lehet ezt a lehetdséget az agy esetében is
megvizsgalni, ehhez viszont jobban meg kell ismerniink annak {6 immunsejtjét, a mikrogliat.

A kozponti idegrendszerben az idegsejtek mellett ugyanis szamos gliasejt is talalhato és
megfeleld mikodésiik alapvetden meghatarozza az idegsejtek allapotat, valamint a sériilt
idegsejtek talélését. A mikroglia sejtek szerepe a kozponti idegrendszert éré karos hatasok
elleni védelemben, és az elpusztult idegsejtek eltavolitasaban régdta ismert €s széles korben
kutatott. Ezen tilmenden a mikroglia az agyi gyulladasos folyamatok kdzponti iranyitoja is (Li
& Barres, 2018). Az elmult években folytatott kutatasok kimutattak a gyulladasos folyamatok
szerepét olyan — klasszikus értelemben nem gyulladasos — idegrendszeri megbetegedéssel jaro
korfolyamatokban is, mint a migrén, a stroke, az autizmus, az epilepszia, az Alzheimer-kor, a
skizofrénia és a Parkinson-kor (Chen et al., 2016; Degan et al., 2018; Ransohoff, 2016).
Részben ezen felismerések hatasara is, a kozelmultban a mikroglia patologias allapotokban
betoltott szerepe intenziv vizsgalatok targyat képezte (Salter & Stevens, 2017), azonban
fiziologias koriilmények kozott mutatott viselkedésének ¢és lehetséges funkciojanak
tanulmanyozasa ezidaig hattérbe szorult, holott ezek megismerésén keresztiil az idegrendszeri

betegségekben jatszott szerepe is konnyebben érthetévé valna.



3. Szakirodalmi attekintés

3.1. A mikroglia sejtek

A mikroglia kifejezés Pio Del Rio-Hortega nevéhez kothetd, aki kozel szaz évvel ezelott
figyelt fel egy, a kozponti idegrendszerben megfigyelt, sajatos morfologiaval rendelkezd
sejttipusra (Pio del Rio-Hortega, 1939). Mara mar jol ismert, hogy a mikroglia sejtek a kozponti
idegrendszer 10-15%-4t kitevo szoveti makrofag sejtek, amik nagyrészt homogén eloszlast
mutatnak az idegszovetben (Li & Barres, 2018).

A mikroglialis prekurzorok a k6zépso csiralemezbdl szarmaznak, és az embrionalis fejléddés
elsd trimeszterében, az agy sejtes elemei koziil els6ként jutnak be a fejlédd idegrendszerbe,
ahol a mikroglia az agy ,rezidens makrofagjaként” kiemelten fontos szerepet tolt be az
egészséges idegrendszer fejlodésében (Bilimoria & Stevens, 2015; Ginhoux et al., 2010).

A kiilsé csiralemez eredetli makroglia sejtekkel ellentétben, amik csak az idegsejtek
megjelenését kovetden népesitik be a kdzponti idegrendszert, a mikroglia sejtek progenitorai
mar az emberi terhesség 5. hetében megjelennek az idegesd koriil, mig ragesalokban mar a
megtermékenyités utani 8. napon jelen vannak a késébbi agy teriiletén (Ginhoux et al., 2010;
Verney et al., 2010). Ezt kovetéen érintd- és sugar iranyban vandorolnak a fejlodo
idegszovetben, majd intenziv proliferacid soran a posztnatalis periodus korai szakaszaban elérik
a véglegeshez kozeli sejtszamukat (Monier et al., 2007). A fejlddés alatt tobbek kozott részt
vesznek a neuro-, a glio-, illetve az angiogenezis szabalyozasaban (Erblich et al., 2011; Mosser
(Aarum et al., 2003), az axonok ndvekedésében ¢és iranyitasaban (Dalmau et al., 1998; Pont-
Lezica et al., 2014; Squarzoni et al., 2014), a szinapszisok létrehozasaban ¢s aktivitas-fliggd
eltavolitasaban (Lim et al., 2013; Miyamoto et al., 2016; Schafer et al., 2012), a szinapszisok
¢és dendrittiiskék atalakitasaban (Parkhurst et al., 2014), valamint az agykérgi Sejtrétegek
kialakitasaban (Cunningham et al., 2013).

A mult szdzad folyamdn, pusztdn fixalt szoveten végzett fénymikroszkopos
megfigyelésekre alapozva a mikroglia sejtek két, morfologiailag jol differencidlhato alakjat
kiilonboztették meg egymastol: a ,,nyugvd” (resting) valamint az ,,aktivalt” (activated) allapotot

(1. Abra).



1. Abra Immunhisztokémiai jelslést kovetéen a mikroglia sejtek kétféle alakja (,, nyugvé” — bal
oldali sejtek; ,, aktivalt” — jobb oldali sejtek) jol megkiilonboztetheto a konfokalis fluoreszcens

mikroszkop segitségével készitett sajat felvételiinkén. Méretvonal: 10 um

A ,nyugvd” mikroglia sejteket kisméretli sejttest, illetve sok elagazo, vékony nyulvany
jellemzi. Ezek a sejtek kornyezeti ingerek hatasara képesek atalakulni az ,,aktivalt” formaba,
amelyek megnovekedett sejttesttel, kevesebb és megrovidiilt nytlvanyokkal rendelkeznek,
valamint megnovekedett fagocitotikus aktivitast mutatnak (Kierdorf & Prinz, 2017; Mosser et
al., 2017). Ma mar bebizonyosodott, hogy a ,,nyugvo” sejtek nyalvanyai folyamatos, dinamikus
mozgast végeznek az idegszovetben, igy a kordbban alkalmazott ,,nyugvo” elnevezés
hasznalata hibas és félrevezetdé lehet (Nimmerjahn et al., 2005). A nyulvanyok mozgasa
lehetOséget teremt a mikroglia sejtek szamara, hogy a kornyezetiikben 1évé mas sejtekkel
kapcsolatokat 1étesitsenek, és modositsak azok miikodését — igy példaul a mikroglia sejtek mind
a fejlédés soran, mind felndttkorban fontos szerepet jatszanak a szinaptikus jelatvitel
szabalyozasaban, mivel képesek tobbek kozott 11j szinapszisok kialakuldsdnak indukalasara,
valamint mar meglévd szinapszisok eliminaldsara €s a szinaptikus plaszticitds szabalyozasara
is (Posfai et al., 2018).

A mikroglia sejtek részvétele az agyi gyulladasos folyamatokban régota ismert, hiszen
szamos gyulladdsos medidtor és citokin felszabadulasa figyelhetd meg ezekbdl a sejtekbdl

gyulladasos koriilmények kozott (Carniglia et al., 2017). Az agyi gyulladasos folyamatok
7



vizsgalata az utobbi évtizedben keriilt kiilondsen reflektorfénybe, mivel kideriilt, hogy olyan
betegségek kialakuldsaban jatszanak szerepet, mint a migrén, a stroke, az autizmus, az
epilepszia, az Alzheimer-kor, a skizofrénia és a Parkinson-kor (Chen et al., 2016; Degan et al.,
2018; Ransohoff, 2016). Mindekdzben a megfeleld eszk6zok hianyaban a mikroglia sejtek
pontos szerepe ezekben a betegségekben vitatott maradt, mivel szelektiv vizsgalatukra a
sejtspecifikus markerek és fehérjék ismeretének hidnyadban nem nyilt lehetdség. Egészen a
kozelmultig az is vita targyat képezte, hogy vajon a mikroglia sejtek az idegsejtek szamara
protektiv, vagy karos hatassal birnak.

Ennek a kérdésnek a megvalaszolasaban fontos mérfoldkének szamitott az a tanulmany,
amelyet a Dénes Adam irdnyitotta Neuroimmunologia Kutatocsoport jegyzett 2016-ban. Ebben
egy Uj, szelektiv hatasmechanizmusti (CSF1R inhibitor) drog, az un. PLX3397 segitségével
eltavolitottdk a mikroglia sejteket felndtt egerek agyabol, majd ennek hatasat vizsgaltak
kisérletesen eldidézett iszkémias stroke kimenetelére. A mikroglia sejtek hidnyaban az
idegsejtek sokkal nagyobb teriileten haltak el, mint a droggal nem kezelt egerekben, valamint a
neuronalis haldzati aktivitas is sulyos zavart szenvedett (Szalay et al., 2016).

Mindez megvilagitja a mikroglia sejtek neuroprotektiv szerepét, valamint feltételezi
egy, a szinaptikus terminalisokon és dendrittiiskéken tali, eddig ismeretlen kommunikacios
utvonal jelenlétét a mikroglia sejtek és a neuronok kozott, amely kdzvetlentil alkalmas lehet az
idegsejtek altalanos miikodésének monitorozasara, esetleges modositasara. Egy ilyen kapcsolat

a szakirodalomban ezidaig ismeretlen volt.
3.2. A kozvetlen szomatikus mikroglia-idegsejt kapcsolat

A fentebb targyalt hipotézisnek megfeleléen kutatocsoportunknak a Science
folyodiratban kozolt eredményei sordan valoban sikeriilt megfigyelnie, hogy a kordbban ismert
szinaptikus kapcsolatokon tul a mikroglia sejtek kozvetleniil hozzadérek az idegsejtek
sejttestjéhez is. Ennek a felfedezésnek koszonhetden sikeresen azonositottunk egy ujfajta,
korabban nem dokumentdlt kapcsolatot, ami az idegsejtek sejttestje €s a mikroglia sejtek
dinamikusan mozgo6 nyulvanyai kozott jon 1étre (Cserép et al., 2019).

Konfokalis fluoreszcens mikroszkopos felvételeink segitségével meghataroztuk, hogy
ez a kapcsolat rendkiviil gyakori €s altalanos jelenség a hippokampusz €és a neokortex teriiletén,
mivel piramissejtek és kiilonbozo gatlo interneuron populaciok esetében egyarant igen nagy
szamban talalhaté meg. Sejttipustodl fliggetleniil adott pillanatban az egér idegsejtek mintegy

90%-a részesiil mikroglidlis bemenetben.



Annak megerdsitése érdekében, hogy valdoban kdzvetlen membrankapcsolat alakul ki a
kétféle sejttipus kozott, nagyobb felbontdst biztositd elektronmikroszkoppal vizsgéltuk a
kapcsolatot ¢és azt lattuk, hogy egér, illetve human agyszovetben egyarant kozvetlen
membrankapcsolat alakul ki a mikroglia sejtek nyulvanya és az idegsejtek sejttestje kozott.

Tovabbi kisérleteink soran a kdzvetlen szomatikus mikroglia-idegsejt kapcsolat szamos

molekularis résztvevojét sikeriilt azonositanunk (Hiba! A hivatkozdsi forrds nem taldlhato.):

Mitokondrium VNUT

2. Abra (a) Transzmisszios elektronmikroszképos felvétel egy P2YI2R+ (immunarany
szemcsék) mikroglia nyulvany (mic) és egy idegsejt (neu) sejttestiének kapcsolatarol (n-
sejtmag). A kapcsolat kozvetlen kozelében megfigyelhetod egy mitokondrium (mito), valamint a
sejtmembranhoz lehorgonyzott retikuldaris sejtorganellumok. (0) Osszefoglalé sematikus dbra,

amelyen az ujonnan leirt kapcsolat azonositott szerepldit latni. Méretvonal: 500 nm (Cserép et

al., 2019)

3.2.1. P2Y12 receptor

A P2Y12 receptor (P2Y12R) az adenozin-foszfatokra érzékeny receptorcsalad tagja,
ami a kozponti idegrendszerben kizardlag a mikroglia sejtek membranjaban fordul eld.
(Butovsky et al., 2014; Kettenmann et al., 2011). A mikroglialis nytlvanyok a P2Y'12 receptor
segitségével képesek a karosodast szenvedett idegszovet helyére toborzddni (Haynes et al.,
2006), ennek a gyors kemotaktikus valaszreakcionak a kozponti mediatora pedig a sejtekbdl
felszabaduld6 ATP (Davalos et al., 2005). A P2Y12 receptor tehat aktiv résztvevdje az
idegszovetet ért kornyezeti valtozasokra adott dinamikus mikrogliélis reakcidoknak.

Transzmisszios elektronmikroszkoppal készitett felvételeink soran a mikroglia sejtek
nyulvanyait az agyban kizar6lag a mikroglialis membranban megtalalhato P2Y 12 receptorok
megjeldlésével azonositottuk. A fentebb targyalt felfedezésen tul azt is megfigyeltiik, hogy a
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receptorok megoszlasa nem egyenletes a mikroglidlis membranban: a P2Y12 receptorok
jelentésen nagyobb szamban fordulnak el6 a mikroglia sejtek azon membranrégidiban, amelyek

részt vesznek a szomatikus mikroglia-idegsejt kapcsolatban.
3.2.2. Kv2.1 fehérje

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a Kv2.1 fehérjék kétféle formaban fordulhatnak
elé6 a piramissejtek membranjaban. Alapvetéen a piramissejtek szomatodendritikus
membranjaban egyesével elszortan fesziiltségfiiggd kalium-csatornaként funkcionalnak.
Azonban csoportosult, un. klaszterek formajaban mar nem ioncsatornaként mitkddnek, hanem
az intenziv endo- €s exocitozis szinhelyét jelolik (Deutsch et al., 2012), tovabba részt vesznek
az endoplazmas retikulum sejtmembranhoz torténé kihorgonyzasaban is (Fox et al., 2015). Ez
a klaszter-képzddés a piramissejtek endogén, kornyezettdl fiiggetlen tulajdonsaga.

Megfigyeltiik, hogy a mikroglia nytalvanyok ezen utobbi teriileteken, vagyis a Kv2.1-
klaszterekkel jellemezheté membranszakaszokon érintik meg az idegsejtek sejttestjét. A
neuronok altal itt kibocsatott és felvett anyagok informaciot szolgaltathatnak a sejt altalanos

allapotarol, amelyekbdl a mikroglia teljes képet kaphat az idegsejt mitkodésérol.
3.2.3. Mitokondrium

A mitokondrialis miikddés kiemelkedden jo indikatora a neuronalis sejtaktivitasnak,
ugyanis meglehetdsen gyorsan és érzékenyen reagalnak az idegsejt kdrnyezetének valtozasaira.
A mitokondrium elsésorban a sejt anyagcserefolyamataihoz sziikséges energiatermelésért
felelds organellum. A tapanyagok oxidaciojabol keletkezett energia foszfatkotésekben
tarolodik és ATP szintézisére forditodik. A mitokondrium emellett fontos szerepet jatszik
tobbek kozott a sejthalal beinditasaban is (Wang & Youle, 2009). Ezek alapjan lathato, hogy a
mitokondrium 4ltal termelt fehérjék és egyéb molekulak jo képet adhatnak a sejt aktivitasarol
¢s altalanos allapotarol (Llorente-Folch et al., 2015).

Megvizsgaltuk a mitokondriumok elhelyezkedését az Gjonnan leirt mikroglia-neuron
szomatikus kontaktus tekintetében és azt tapasztaltuk, hogy a neuronalis oldalon talalhato
mitokondriumok &tszor nagyobb valdszintliséggel fordulnak elé a mikroglialis kontaktusok
teriiletén, mint a sejt egyéb régioiban. Vagyis a mitokondrium fontos szerepet jatszhat a
mikroglia sejtek €s az idegsejtek itt zajlé6 kommunikacidjdban, ugyanis a mikroglia nyalvanyok
az idegsejtek azon részein igyekeznek kapcsolatot kialakitani, ahol a kdzelben mitokondrium
talalhato.
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3.2.4. Purinerg vezikulak

Korabbi kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a szomatikus kontaktusban részt vevo
mikroglia sejtek oldalan szamos purinerg metabotrdép receptor taldlhatdo. Ezen P2Y12
receptorok szubsztratja tobbek kozott az idegsejtekbdl felszabaduld ATP. Ismert, hogy a
mitokondriumokban termelddott ATP aspecifikus csatorndkon keresztiil is kitirtilhet a
sejtekbdl, azonban a neuronalis sejttestben talalhatdo VNUT (vezikularis nukleotid transzporter)
fehérje segitségével vezikulakban tarolodva is készen allhat a felszabadulasra (Moriyama et al.,
2017). Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy ezen vezikulak szamos esetben a mikroglialis
kapcsolatok kozelében talalhatok meg, ami felveti az ATP szerepét a mikroglia-neuron
kommunikécioban.

Fiziologias koriilmények kozott akkor szabadul fel ATP az idegsejtekbol, amikor
novekszik a sejtek aktivitasa. Ezzel parhuzamosan azt tapasztaltuk, hogy fiziologias
sejtaktivitas novekedés hatasara a nagy aktivitast mutatd idegsejtek esetében a mikroglia altal
érintett neuronalis sejtfelszin aranya jelentésen megnovekedett, ami P2Y 12 receptor fiiggd
modon ment végbe. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a mikroglialis valasz aktivitasfiiggd, és

kialakitdsaban esszencialis szerep jut a P2Y 12 receptorok szamara (Cserép et al., 2019)
3.3. A kapcsolat tovabbi lehetséges molekularis résztvevoi

Az eldzdekben részletezett szomatikus mikroglia-idegsejt kapcsolatnak kiemelkedd
szerepe lehet mind az idegsejtek fiziologids miikodésének fenntartdsaban, mind pedig az
jobban megérthessiik ezt az Osszetett rendszert, minél pontosabban meg kell ismerniink a
kapcsolatban részt vevé molekuldkat. Munkam sordn irodalmi adatokra timaszkodva az alabbi
fehérjék potencialis jelenlétét vizsgaltam a szomatikus mikroglia-idegsejt kapcsolatban

fiziologias koriilmények kozott, illetve kisérletesen eldidézett iszkémids stroke-ot kdvetden:

3.3.1. Clq fehérje

A Clq fehérje a kalcium-fiiggé C1 immunkomplexet felépité harom molekula egyike,
ami a szisztémas immunrendszer védekezé folyamatai kozben mas immunkomplexek
felismerése révén fontos szerepet jatszik a komplement rendszer klasszikus utjanak
aktivalasaban (Reid, 2018). A Clq fehérje ugyanis ligandként a fagocitozisra szant sejtek
felszinén talalhato apoptotikus markerekhez kotédik, majd ezt a Clq fehérjét képesek
felismerni mas immunkomplexek aktivalt receptor alegységei. A kialakult komplement
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receptor-C1q komplex pedig un. opszonizacios jelként szolgal makrofag sejtek szamara, ezaltal
kivaltja a komplement rendszer jelatviteli Gtvonalainak elinditasat (Gullstrand et al., 2009;
Mevorach et al., 1998; Nauta et al., 2002). fgy tehat a C1q fehérje az immunrendszer részeként
kozvetett modon lat el neuroprotektiv feladatot a kozponti idegrendszerben és felveszi a harcot
a fert6z6 agensekkel szemben (Cho, 2019).

A C1q a mikroglia-idegsejt kommunikacioban is bizonyitottan szerepet jatszik, ugyanis
az idegrendszer fejlédése soran az ezzel a fehérjével megjelolt szinapszisokat - akar azért, mert
hibasan miikddnek, akar azért, mert a fejlédés soran feleslegessé valnak - a mikroglia sejtek
fagocitotikus uton eltavolitjak (Schafer et al., 2012; Stevens et al., 2007). Amennyiben hiba Iép
fel a szinapszisok eltavolitdsa sordn, az stlyos neurodegenerativ betegségek kialakuldsdhoz
vezethet (Chang et al., 2017). Megfigyelték példaul, hogy a Clq szinapszisokat szabalyozo
mechanizmuséaban fellépd zavar hozzdjarul az epilepszia kialakuldsdhoz: a kisérlet soran olyan
egereket vizsgaltak, amikben sziiletésiiktol fogva hianyzott a Clq fehérjét kodolo
génszekvencia: a felesleges szinapszisok eltavolitdsdnak hidnya meghosszabbodott dendriteket,
megnovekedett szamu  elagazasokat ¢és megndvekedett striiségli  dendrittiiskéket
eredményezett. Ezen allatok esetében spontan epileptiform aktivitast figyeltek meg a kutatok
(Cho, 2019; Ma et al., 2013).

Egy 2021-es tanulmany azonban arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a mikroglia nagy
valdszinliséggel nem kizarolag a fagocitozisra szant neuronalis elemek megjeldlésére hasznélja
a Clq fehérjét. A kutatds soran a fejlddé idegrendszerben bekdvetkezd valtozasokat
tanulmanyoztak a mikroglia sejtek f6 komplement receptoranak, a CR3-nak a hianyaban. A
CR3 receptor nélkiil a mikroglia - jelenlegi ismereteink szerint - nem képes érzékelni a Clq
fehérjét. Azonban a korabbi feltételezésekkel ellentétben a kisérlet soran nem tapasztaltak
zavart a szinapszisok-, valamint az axonok eliminaciojanak folyamataban a fejlédé egér
agykéregben (Basilico et al., 2021).

Ezzel parhuzamosan Holden és munkatarsai enyhe traumas idegrendszeri karosodast
kovetden vizsgaltdk a Clq szerepét. Megfigyelték, hogy a Clq fehérje jelentds mértékben
felhalmozodik a masodlagos sériilés kialakulasanak teriiletén, és snRNS szekvenalas
segitségével bebizonyosodott, hogy mikroglialis eredeti C1g-ra vezethetd vissza. A mikroglia
sejtek a C1q molekula segitségével képesek megjeldlni a karosodott agykérgi idegszovetet és a
hozz4 funkciondlisan kapcsolddo talamusz teriiletét. A C1g-jeldlés korai diagnosztizalasaval és
sikeres intervencidval jo eséllyel megelézheté a masodlagos neurodegenerativ folyamatok

kialakulasa (Holden et al., 2021).
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Mivel a mikroglia-idegsejt kommunikaci6 Clq-n keresztiil bizonyitottan 1étrejohet,
illetve a fentebb targyalt eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a C1q fehérje tovabbi fontos
szerepet is betOlthet a sejtek kozti kommunikacié soran, ezért vizsgalni kivantuk annak a
lehet6ségét, hogy ez a fehérje a szomatikus mikroglia-idegsejt kontaktusban is megtalalhato-e
fiziologias, illetve patologids koriilmények kozott. A Clq és a mikroglia sejtek kozotti
kommunikécio kulesszerepet jatszik szdmos neurodegenerativ betegség mellett az oregedés
folyamatéban is, ezért kettejiik kapcsolatanak jobb megértése kiemelten fontos idegrendszeriink

védelme érdekében (Chu et al., 2010).

3.3.2. Connexin fehérjék

Az n. gap junction vagy masnéven réskapcsolat egy specialis sejt-sejt kapcsolat, ami
szomszédos sejtek citoplazmai kozott 1étrejovo, kortilbeliil 1,5-2 nm atméroju, folyadékkal telt
csatorna. Ezek a réskapcsolatok lehet6séget biztositanak kis méretti molekulak (intracellularis
mediatorok, ATP, cAMP, ionok), illetve terapias agensek transzportjara (Andras Szarka, 2014).
A réskapcsolatok kialakitasaban kiilonboz6 fehérjék jatszhatnak szerepet, mint példaul a
connexinek (CX). A CX molekulak k6z¢ négy transzmembran doménnel rendelkezd integrans
membranfehérjék tartoznak (Delvaeye et al., 2018), mint példaul a Connexin 43 (CX43) és a
Connexin 46 (CX46) molekulak. A connexin fehérjéknek emberben 21, mig egérben 20
izotipusuk létezik, amibdl 11 az agyban talalhaté meg (Rouach et al., 2002; So6hl et al., 2002;
So6hl & Willecke, 2003, 2004). Réskapcsolatok azokon a teriileteken alakulhatnak ki, ahol két
szomszédos sejt membranjdban megtaldlhatéak egyméssal kapcsolddni képes connexinek.
Azonban egyes connexinek Onmagukban is képesek a membranban csatornaként - n.
hemichannelként - funkcionalni, és lehetové tenni kisméretii mediatorok kiiiriilését az
idegsejtekbol (Decrock et al., 2015).

A CX molekulacsalad egyik legszélesebb korben kutatott tagja a fentebb emlitett
Connexin 43 (CX43), ami a kozponti idegrendszerben elsésorban az asztrocitak felszinén
fordul eld, de megtalalhat6 a fejlodé idegsejtek, az aktivalt mikroglia sejtek, a pericitak,
valamint az agyi erck endotél sejtjeinek membranjaban is (Chew et al., 2010; Nagy & Rash,
2000; Naus et al., 1991). Szamos kisérlet bizonyitotta, hogy a mikroglia sejtek a CX43 fehérjén
keresztlil képesek réskapcsolatokat kialakitani egymdas kozott és az idegrendszert ért
gyulladasos folyamatok soran ezeken a csatorndkon keresztiil intenziv kommunikéciot

folytatnak egymassal (Eugenin et al., 2001).
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A mikroglia sejtek bizonyitottan P2Y12 receptor fiiggd mdodon képesek reagélni az
idegsejtek megnovekedett aktivitasara, a purinerg metabotrop P2Y12 receptorok egyik
legjelentésebb szubsztratja pedig az ATP. Ez az ATP képes olyan nem specifikus csatornakon
is tdvozni az idegsejtekbdl, mint példaul a connexin fehérjék. Mivel az ATP sejtekbdl valo
felszabadulasa jo jelzésként szolgalhat az idegsejt aktualis allapotarél a mikroglia sejtek
szamara, ezért érdemes lehet megvizsgalnunk a connexin molekuldk szomatikus mikroglia-

idegsejt kapcsolatokban valo el6fordulésat.
3.4. Iszkémias stroke

A stroke napjaink egyik legnagyobb globalis egészségiigyi probléméja, ami évente tobb
mint 17 milli6 embert érint vilagszerte. Kialakulasa elsésorban az id6sebb korosztalyt
veszélyezteti, de barmely mas életkorban is megjelenhet a betegség. Az esetek 30-35%-a
halélos kimeneteld, és az érelzarodast kovetd napokat talélé betegek 10-15%-a is egy éven beliil
¢letét veszti a szekunder sériilés kiterjedtsége és a kovetkezmények miatt, illetve jelentds
hanyaduk maradandé idegrendszeri karosodassal kiizd (Hankey, 2017; ladecola, 2011).

A stroke-os esetek dont6 tobbsége két nagy csoportba sorolhato. Az egyik a hemorragias
vagy vérzéses stroke, amit egy agyi érfal megrepedése okoz, mig a masik tipus a koresetek
mintegy 87%-at kitevé un. iszkémias stroke, amely egy agyi artéria elzarodasa kovetkeztében
alakul ki (Amarenco et al., 2013). Mindkét folyamat soran lokalis oxigénhianyos allapot 1ép fel
az érintett artéria ellatasi teriiletén, ami gyors és stlyos szoveti elhalast okozhat az agyban.

Az iszkémias stroke soran fellépd érelzarodast altalaban az agyi artérias rendszerbe
jutott vérrog okozza. Az agyi erek elzarodasanak kovetkeztében rendkiviil gyorsan kialakul az
oxigén- ¢és gliikozhianyos allapot, és az agyban kialakul a betegségre jellemz6 harom jellegzetes
teriilet, az iszkémias mag, az dtmeneti vagy penumbra régi6 és az ép idegszovet (3. Abra). Az
oxigénhiany altal legsulyosabban érintett idegsejtek az iszkémids magban talalhatok és itt a
legnagyobb mértékii a stroke okozta szoveti elhalas mértéke, ezek a sejtek néhany percen beliil
elpusztulnak. A stroke-ban érintett artéria ellatasi teriiletének hataran egy penumbranak
nevezett atmeneti régid jon létre, amely kis mértékben képes energiaigényét mas erekbdl
fedezni, hosszabb tavon azonban ez elégtelen a sejtek mitkodéséhez (szekunder sériilés). Ezen
a teriileten a szoveti karosodas lassabb iitemben fejlédik ki, ezért az itt talalhatd idegsejtek

gyors, célzott és hatékony terapias kezelés mellett még megmentheték (Mehta et al., 2007).
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3. Abra TTC festéssel fehér régicként timik fel az iszkémids stroke dltal érintett agyteriilet.
Tobbszoros immunhisztokémiai jeloléssel a stroke hatarzonajaban megfigyelhet6 az iszkemias
mag, az atmeneti zona (penumbra) és az egészseges agyteriilet, illetve az itt taldlhato idegsejtek

(MAP2) és mikroglia sejtek (CX3CRI1) (Cserép et al., 2019).

Az iszkémias stroke kezelésére trombolitikus hatast gydgyszert alkalmaznak, ami képes
lebontani a kialakult vérrogot. Azonban a beavatkozas sikerességének érdekében a betegnek a
tiinetek megjelenését kovetd 4,5 oran beliil meg kell kapnia a kezelést (Fukuta et al., 2017).
Amennyiben a paciens nem keriil korhdzba az emlitett idéablakon beliil és a vérrég tovabbra
sem oldodik fel, akkor mechanikus trombektomia utjan katéter segitségével sziintetik meg az
érelzarodast (Chapman et al., 2014). Minél gyorsabban sikeriil helyreallitani az agyi
vérkeringést, annal kisebb teriileten halnak el az idegsejtek, ezaltal csokkentve a korkép okozta
maradando karosodast.

A mikroglia sejtek iszkémias stroke sordn betoltdtt neuroprotektiv szerepének
igazolasahoz fontos attorést hozott a csoportvezetém altal k6zolt tanulmany. A kisérlet soran
megvizsgaltak, hogy mikroglia sejtek hianyadban a kisérletesen eldidézett stroke jelentdsen
nagyobb teriileten okozott szoveti kdrosodast felnétt egerek agyaban. Feltehetéen a mikroglia
sejtek az atmenetileg oxigénhianyban szenvedd idegsejtekhez toborzodnak az atmeneti
zOnaban, és segitik a tulélésiiket stroke-os megbetegedés soran (Szalay et al., 2016).

A stroke-os megbetegedések vilagméretii terhet jelentenek minden korosztaly szamara.
A jelenleg rendelkezésre allo terapias kezelések ellenére jelentdsen magas a betegség halalozasi
rataja és a visszafordithatatlan idegrendszeri kdrosodas kialakuldsanak valoszinlisége. Ezért
kiemelten fontos a sériilés kialakulasaban szerepet jatszo sejtes és molekularis elemek teljes

kezelés kidolgozasanak érdekében.
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4. Célkitiizés

Evek ota szoros egyiittmiikodésben dolgozom az ELKH-hoz tartozé Kisérleti
Orvostudomanyi Kutatointézet (KOKI) Neuroimmunoldgia Kutatdcsoportjaval, ahol j
kozponti idegrendszer sajat védekezdképességének tdmogatasa.

Elsédleges célunk ezért az agy f6 immunsejtjének, a mikroglia miikodésének és
funkcigjanak feltardsa. A mikroglia sejtek a koézponti idegrendszer 10-15%-4t kitevd szdveti
makrofag sejtek, amik nagyrészt homogén eloszlast mutatnak az idegszovetben €s bizonyitottan
kiemelt szerepet jatszanak az idegrendszert ért gyulladasos folyamatokban, példaul a migrén, a
stroke, az autizmus, az epilepszia, az Alzheimer-koér, a skizofrénia és a Parkinson-kor soran.
Figyelmiink kdzéppontjaban a mikroglia-idegsejt kapcsolat all, melynek szerepe az egészséges
idegrendszer kialakitasdban és fenntartasdban alapvetd fontossagu, de szerepet jatszik szamos
neurodegenerativ  folyamat sordn 1s. A koOzelmultban kutatocsoportunk sikeresen
bebizonyitotta, hogy 1étezik egy olyan kommunikécios ttvonal a két sejttipus kozott, amely az
irodalomban leirt szinaptikus idegsejt részeket érintd mikroglia nyulvanyokhoz képest
kozvetlenebb és gyorsabb informacioaramléast biztosit. A kozvetlen szomatikus kapcsolat
rendkiviil gyakori és altalanos jelenség, ami a mikroglia sejtek nyulvanya és az idegsejtek
sejttestje kozott jon 1étre. Kutatocsoportunk ezidaig sikeresen azonositott a kapcsolatban
résztvevd szdmos molekuldris alkotdelemet, ami alapjan elmondhatd, hogy a kapcsolat
egyediilallo molekularis ultrastruktaraval rendelkezik, amely kétiranytt kommunikéciot tesz
lehetove a sejtek kozott.

Kutatdbmunkam soran ezt a korabban nem ismert kommunikacios felszint vizsgalom, a
mikroglia sejtek és az idegsejtek kozott. Kiemelt célom a kontaktus ultrastrukturdjanak jobb
megismerése €s a kapcsolat kialakitdsaban, illetve fenntartdsaban résztvevo, ezidaig nem
azonositott fehérjék és molekularis sejtorganellumok feltérképezése. A szomatikus mikroglia-
idegsejt kapcsolatnak kiemelkedd szerepe lehet mind az idegsejtek fiziologids miikodésének
fenntartasaban, mind pedig az idegrendszeri betegségek, mint példaul az iszkémids stroke
minél pontosabban meg kell ismerniink a kapcsolatban részt vevo molekuldkat. Az ijonnan
azonositott szomatikus kapcsolat anatomidjanak és miikodésének pontos felfedezése ugyanis
hozzajarulhat az idegrendszert ért gyulladasos folyamatok jobb megértéséhez, ezaltal célzott

terapias kezelések kidolgozasahoz.
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5. Modszerek

5.1. Etikai allasfoglalas

A dolgozatomban szerepld kisérleteket a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet
Intézeti Etikai Kodexe, valamint a kisérleti allatok védelmérdl szol6 hatalyos nemzeti és EU-S
torvények alapjan végeztiik, melyek egyetértésben vannak az Eurdpai Kozosség altal 1986.
november 24.-én elfogadott iranyelvekkel (86/609/EEC). A KOKI Allatkisérleti Bizottsaga, és
a Fovarosi Allategészségiigyi Bizottsag a kisérleteket a PE/EA/1021-7/2019, PE/EA/673-
7/2019 szamokon engedélyezte. Minden kisérletiink 6sszhangban volt az allatok védelmérdl és
kiméletérél szold hatalyos magyar torvénnyel (1998; XXVIII, 243/1998) és az intézeti
Munkahelyi Allatetikai Bizottsag elirasaival.

5.2. Allatok

Kisérleteinkhez 12-18 hetes him, C57BI/6J vad tipusu vagy mikroglia-riporter egereket
hasznaltunk. Utobbi allatok mikroglia sejtjei endogén modon fejeznek ki zold fluoreszcens
fehérjét, mert a fraktalkin-receptort kodolé allélok koziil az egyik zold fluoreszcens fehérjét
kodold szekvenciara lett cserélve (CX3CRICFP™"). Az egerek szabadon fértek hozza a
taplalékhoz ¢és a vizhez. Tartdsuk soran fokozott figyelem irdnyult a jol szabalyozott fény-,

paratartalom- és hdmérsékleti koriilményekre.
5.3. Post mortem human mintak

A human kontroll szovetmintak két n6 (59- és 60 évesek), illetve egy férfi (73 éves),
ismert neuroldgiai betegséggel nem rendelkezd és agyi elvaltozdshoz nem kothetd okbol
elhunyt paciensbdl szarmaznak.

A stroke hatasanak tanulméanyozasahoz két ndi (77 és 78 évesek) €s egy férfi (66 éves),
arteria cerebri media érintettségii iszkémias stroke-ot kovetden elhunyt paciensek szovetmintait
vizsgaltuk az ETT-TUKEB 62031/2015/EKU, 34/2016 és 31443/2011/EKU (518/PI/11) szamt
etikai engedélyek megléte mellett. A paciensek adatai az 1. Tablazatban talalhatok.

A szovetek kutatdsi célra torténd felhasznalasa és a vizsgéalatokhoz sziikséges orvosi
adatokhoz vald hozzaférés tajékozott beleegyezés alapjan tortént. Tovabbd a post mortem

human minték kezelése a Helsinki Nyilatkozattal 6sszhangban tortént.
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1. Tablazat A dolgozatban szerepld human paciensek adatai

Paciens Stroke-ot Ismert

azonositoja Nem Eletkor koveto talélés komorbiditasok A halal oka
" . artérias hipertonia,
2011/0092 né 77 év 2 nap T2DM, hipertiredzis stroke
2003/0029 férfi 66 év 1 nap artérias hipertonia stroke
2014/0050 né 78 év 1 nap ismeretlen stroke
" , iszkémias kardiogén
SKo3 no 39 ev n.a. kardiomiopatia sokk
SKO13 né 60 év n.a. kronikus bronchitis 1égzésleallas
SKO16  férfi 73 év n.a. ateroszklerozis,  legzesledllds
tidégyulladas

5.4. In vivo beavatkozasok és mérések

5.4.1. PSB beadas a cisterna magna-ba

A P2Y12 receptor akut és szelektiv gatlasat célzo kisérleteink soran az egerek cisterna
magna-jaba tivegkapillarissal juttattunk 0,6 mg/ttkg fiziologids soéoldatban oldott P2Y12
receptor antagonistat, a PSB0739 (Tocris, R&D Systems, Minneapolis, USA) uridin-difoszfat
vegyiiletet. A beadasra a reperfizid kezdetekor keriilt sor. Ezzel parhuzamosan a kontroll
csoporthoz tartoz6 egerek agykamrajaba azonos térfogatu fizioldgias sooldatot juttattunk. Az

a kutatdcsoport munkatérsai végezték.

5.4.2. Kisérletesen eloidézett iszkémias stroke

Az egyoldali arteria cerebri media elzarast intraluminalis filamentum technikéval
hajtottak végre a kutatdcsoport munkatdrsai. A kisérlet eldtt az egerek izoflurannal keriiltek
altatasra. A nyaki régio kipreparalasa utan a bal oldali arteria carotis communison keresztiil
behelyeztiink egy szilikon-bevonati monofilamentumot (210-230 um hegyatmérd, Doccol),
majd az arteria carotis interndn keresztiil egészen az arteria cerebri mediaig vezetve elzartuk azt
30-45 percen keresztiil. A sikeres okkluziot 1ézer Doppler (Moor Instruments) segitségével
igazoltuk. A mitét soran az allatok testhémérsékletét szabalyozott koriilmények kozott,
37 £ 0.5°C kozott tartottuk. Kevesebb, mint 70%-os keringéscsokkenést, vérzést vagy az allat

24 6ran belili elhalalozasat a kisérletb6l torténd kizard oknak tekintettiik.
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5.5. Mintak elokészitése

Méréseinkhez a szoveti ultrastruktirat jol megbrz6 perfuzios fixalast alkalmaztunk.
Els6 1épésként az allatokat izoflurannal altattuk, majd intraperitonealisan beadott 0,1-0,2 ml
altatd keverék (20 mg/ml ketamint, 4 mg/ml xylazin-hidrokloridot) befecskendezésével
érzéstelenitettiik az egereket. A mély alvas bealltat kovetden transzkardidlis perfiziora keriilt
sor egy percig fiziologias sooldattal, majd huszondt-harminc percig 4% frissen beoldott
paraformaldehidet tartalmazo fixalo oldattal, ezt kovetéen pedig 0,1 molos foszfat-pufferel
(0,1 M PB) tiz percen keresztiil. A perfuzid utan az agyakat eltavolitottuk a koponyabol, majd
levagtuk a bulbus olfactorius-t és a kisagyat. Kovetkezd 1épésként 50 um-es koronalis
metszeteket készitettiink vibratom segitségével (VT1200S, Leica, Németorszag), 0,1 M PB-
ben. A metszeteket puffer oldatban, 4°C-on taroltuk, ha révid idon beliil felhasznaldsra
kertiltek, és 30%-0s szacharoz-oldatban, -80°C-on, ha hosszabb tarolasra volt sziikség. A

crcr

dolgoz6 munkatérsak végezték el szamomra.
5.6. TTC festés

Az 1iszkémiids penumbra meghatarozasahoz fixalatlan agyszovetbdl 1 mm-es
metszeteket készitettiink, majd 1% TTC-t (Sigma) tartalmazd foszfat pufferben inkubaltuk
37°C-os vizflirdében, 20 percen keresztiil. A mintdkat ezutan 4% paraformaldehidet tartalmazo

(0,1 M PB) oldattal fixaltuk 24 6ran at 4°C-on, majd vibratdbmmal Gjrametszettiik.
5.7. Immunfluoreszcens hisztokémia

Az 50 um-es agymetszeteket 0,1 M PB oldatban, majd tris-pufferelt fiziologias
sooldatban (TBS) razokésziilékre helyeztiik. Az oldatokat meghatarozott idonként cseréltiik, és
egy oOran keresztiil mostuk a metszeteket. Ezt kovetden a mintakat egy oran keresztiil TBS-ben
oldott 1%-o0s human szérum albumin (HSA, Sigma) oldattal blokkoltuk (1% HSA és 0,3%
Triton X-100 [Sigma]) az aspecifikus antitestkotodés csokkentése érdekében. Ezutan a
metszeteket az elsddleges antitesteket tartalmazd TBS oldatban inkubaltuk 24 6ran at
szobahdmérsékleten, vagy 48 oran at 4°C-on. Ezt kovette a visszamaradd antitestek intenziv
TBS-mosassal valo eltavolitasa. A kisérletekben felhasznalt elsddleges antitesteket a

fliggelékben talalhat6 2. Téablazat tartalmazza.
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A masodlagos antitesteket TBS oldatba helyeztiik, majd ebben inkubaltuk a mintainkat
4 6ran keresztiil. TBS mosast koveté PB mosasok segitségével eltavolitottuk a visszamaradd
antitesteket, majd a targylemezre felvett metszeteket a sejtmagfestéshez sziikséges, PB-ben
oldott DAPI-val (Sigma) kezeltiik és PB-mosasok utan Aqua-Poly/Mount-tal (Polysciences)
fedtiik. A kisérletekben felhasznalt méasodlagos antitesteket a fliggelékben talalhato 3. Tablazat

tartalmazza.
5.8. Konfokalis mikroszkdpia

5.8.1. Képalkotas konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszkoppal

Konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkopos vizsgalatainkhoz Nikon Eclipse Ti-E forditott
mikroszkopot (Nikon Instruments Europe B.V.) hasznaltunk. A nagyfelbontasu képalkotashoz
CFI Plan Apochromat VC 60x olaj immerziés (numerikus aperttra: 1,4) objektivet és AIR
konfokalis rendszert hasznaltunk. A gerjesztésre 405, 488, 561 és 647 nm hullamhossza
l1ézereket alkalmaztunk (CVI Melles Griot). A felvételek rogzitését és kezelését NIS Elements

AR szoftverrel (Nikon Instruments Europe B.V.) végeztiik.
5.8.2. Idegsejtek mikrogliilis boritottsaganak mérése

A mikroglidlis boritottsdg méréséhez olyan konfokélis képsorozatokat hasznaltunk
(50 nm/pixel XY-iranya felbontas, 300 nm képsikok kozotti Z-iranya felbontas) amiken
neuronalis €s mikroglia jel volt. A lemért idegsejteket véletlenszeriien valasztottuk ki ugy, hogy
azok sejttestje minden sikban hianytalanul latszodjon. A sejttesteket 3 dimenzidoban
rekonstrualtuk és a sejttest kertiletét meghataroztuk minden képsikon. Ezutan bekapcsoltuk a
mikroglidlis jelet tartalmazd csatornat is és szintén minden sikon megmeértiik, hogy mekkora
feliileten érintkezik egymassal a két sejt. A boritottsdgot ezutdn az adott sejttest méretének

sz4dzalékos aranyaban adtuk meg.
5.8.3. Stroke-os szoveten végzett anatémiai vizsgalatok

Az iszkémiés stroke hatasainak tanulmanyozisara olyan egerek agyszovetmintdit

hasznaltuk, amik esetében 1 oras érelzarast 4 oras reperfiizios idoszak kovetett.
5.8.4. Mitokondrialis fragmentacio mérése

A mitokondrialis fragmentaci6é vizsgalatahoz Kv2.1 és TOM20 fluoreszcens jellel
ellatott metszeteket hasznaltunk, amelyeket a penumbrabol és az annak megfelel6 ellenoldali

(kontralateralis), stroke altal nem érintett ép régiobol vettiik (kontroll). A Kv2.1 jelolés
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segitségével azonositott piramissejtek sejttestjeinek legnagyobb keresztmetszetét tartalmazo
képsikon a sejtek membranjanak korvonalat hasznéltuk vizsgalandé teriiletként. Ezeken a
tertileteken beliil a FIJI szoftver ,,Analyze Particles” funkcigjaval automatikusan nagyszamu
mitokondriumot azonosithattunk a TOM20 jeldlést haszndlva, és a program az azonositott
mitokondriumok teriiletét, valamint leghosszabb atméréjét is képes volt automatikusan

megadni.
5.8.5. Kv2.1 Kklaszterek mérése

A Kv2.1 klaszterek analizis¢hez az el6z6 pontnak megfeleld teriileteken végeztiik
méréseinket. Az idegsejtek korvonala mentén a Kv2.1 jel intenzitasgorbéjét F1JI szoftverrel
exportaltuk, majd Microsoft Excel szoftver segitségével elemeztiik. Azt tekintettiik klaszternek,
ha a fluoreszcens intenzitas legalabb harom szomszédos pixelen keresztiil, legalabb 25
sziirkeségértékkel (egy 8-bites kép atfogasanak kb. 10%-a) meghaladta az adott sejtre jellemz6

atlagos fluoreszcens intenzitast.
5.8.6. Cl1q és connexin fehérjék mérése

A Clqg, CX43, illetve a CX46 fehérjék szomatikus mikroglia-idegsejt kapcsolat
teriiletén valo eléfordulasanak vizsgalatdhoz a penumbra, valamint kontroll régiokbol azonos
beallitasok mellett készitettiik el a felvételeinket. Az analizist NIS szoftver segitségével
végeztik el, amihez els6 1épésként csak a mikroglidlis, illetve a neuronalis jelek csatornait
bekapcsolva véletlenszeriien valasztottuk ki a megfelelé szamu vizsgalni kivant mikroglia-
idegsejt kapcsolatokat. Ezutdn bekapcsoltuk a vizsgalando fehérjéhez tartozo csatornat is és

megallapitottuk, hogy a kijelolt kapcsolatokban megtalalhato-e a keresett molekula vagy sem.
5.9. Statisztika

Minden kvantitativ mérésiinket vak moddszerrel végeztiik. Az adatok tipusdnak és
eloszlasuknak megfelelden (a normalitasvizsgalatot Shapiro-Wilks W teszttel végeztiik)
valasztottunk statisztikai probat: a normal eloszlasu mintakon kétmintas t-tesztet hajtottunk
végre, mig nem parametrikus, fliggetlen csoportok esetén Mann-Whitney U tesztet végeztiink.
A dolgozat soran a szignifikanciaszintet minden esetben a = 0,05-ben hatiroztuk meg. A

statisztikai analizishez Statistica 13.4.0.14 szoftvert (TIBCO) hasznaltunk.
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6. Eredmények

6.1. A penumbra régioban megnovekszik az idegsejtek mikroglialis boritottsaga

iszkémias stroke-ot kovetoen

vizsgalatara kutatocsoportunk tagjai kisérletesen idéztek el6 iszkémias stroke-ot, az egyik oldali
arteria cerebri media elzarasaval. Ezutan a penumbra, illetve az ennek megfeleld kontralateralis
agykeérgi régiobol készitett metszetekrdl 3 dimenzids rekonstrudlt felvételeket készitettlink
konfokalis fluoreszcens mikroszkop segitségével (4. Abra). Azt tapasztaltuk, hogy a penumbra
régioban az allatok idegsejtjeinek mikroglialis boritottsaga jelentésen megnovekedett [kontroll:
100% (74,85-163,27) (median ¢és interkvartilis tartomany); stroke: 384,1% (186,95-567,68),
n = 36 sejt (2 allat); p<0,0001].

Ezutan megvizsgaltuk a P2Y 12 receptorokat szelektiven és akutan gatlo PSB hatasat
stroke-on atesett egerekben. Ebben az esetben azonban nem tapasztaltunk megnoévekedett
mikroglialis boritottsagot az idegsejtek felszinén [PSB kontroll boritottsag: 100% (12,71—
68,02) (median és interkvartilis tartomany); PSB stroke: 84,37% (27,94-249,82); n = 31 sejt
(2 allat); p = 0,7952].
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4. Abra A penumbrdban taldlhaté neuronok (Kv2.1) sejttestének felszinén megnévekszik a

mikroglidlis (CX3CRI1-GFP) boritottsag. Méretvonal: 2 um. (Cserép et al., 2019)
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Feltételezhetd tehat, hogy a P2Y12 receptor esszencidlis szerepet jatszik a mikroglia
sejtek altal az oxigénhiany miatt sériilt idegsejtek allapotara adott neuroprotektiv
valaszreakcioban.

Eredményeink transzlacids jelentéségének jobb megértése érdekében a megfigyelt
jelenséget stroke-on atesett paciensek post mortem agyszoveti mintdin IS megvizsgaltuk. Az
is lényegesen nagyobb volt az idegsejtek mikroglialis boritottsaga, mint az egészséges
idegszovetben (5. Abra) [kontroll: 100% (44,78-213,11) (median és interkvartilis tartomany);
stroke: 153,16% (66,99— 273,38), n = 249 sejt (6 paciens); p<0,001].
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5. Abra Stroke-ban elhunyt pdciensek post mortem agyszéveti mintdin szintén megfigyelhetd
az idegsejtek (krezil-ibolya festés) megnévekedett mikroglidalis (DAB-csapadék) boritottsaga a

penumbra régio teriiletén. Méretvonal: 10 um. (Cserép et al., 2019)

6.2. Iszkémias stroke kovetkeztében a Kv2.1 klaszterek feloszlanak az idegsejt

membranjaban

Kivéancsiak voltunk arra is, hogy stroke hatisara milyen véltozasok jatszodnak le a
szomatikus mikroglia-idegsejt kapcsolatban. Azt talaltuk, hogy a fizioldgias koriilmények
kozott a neuronalis membranban taldlhatd Kv2.1 klaszterek stroke soran feloszlanak a
membranban (6. Abra) [Kv2.1 klaszter/neuronalis keresztmetszet: kontroll: 4 (3-6) (median és
interkvartilis tartomany), stroke: 0 (0-1); p<0,0001. Kv2.1 klaszter/um: kontroll: 0,0947
(0,0743-0,1365), stroke: 0 (0-0,0296), n = 58 sejt (2 allat); p<0,0001]. Ez a megfigyelésiink
egybecseng az irodalmi adatokkal, mely szerint neuronokat ér6 karos behatas kovetkeztében a

Kv2.1 klaszterek eltlinnek, a fehérje homogénen eloszlik a membranban.
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6. Abra Kisérletesen elidézett ischemids stroke hatdsira az elhalt agyteriiletek
hatarzonajaban  (penumbra) az  idegsejtek  membranjaban  eltinnek a Kv2.1

csoportosuldsok (cian). Méretvonal: 2 um. (Cserép et al., 2019)

6.3. A neuronalis mitokondriumok fragmenticidoja figyelhet6 meg oxigénhinyos

koriilmények kozott

Tovabbi vizsgalataink soran azt is megfigyeltiik, hogy a stroke-on atesett allatok
amely a miikdésiik zavarahoz vezethet (7. Abra) ([kontroll mitokondrialis teriilet: 1,97 pm?
(1,14-3,67) (median és interkvartilis tartomany); stroke: 0,71 um? (0,46-1,16); kontroll
legnagyobb mitokondrialis atmérd: 2,19 um (1,58-3,16) (median és interkvartilis tartomany);
stroke: 1,18 pm (0,91-1,58), n = 189 sejt (2 allat); p<0,0001].

Az eddigiekben ismertetett kisérletek alapjan elmondhat6 tehat, hogy stroke hatasara a

szomatikus mikroglia-neuron kapcsolat struktaraja alapvetéen megvaltozik.
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7. Abra Az idegsejtek citoplazmdjdban a mitokondriumok (TOM20) fragmentdlédnak a
penumbra régioban. Méretvonal: 4 um. (Cserép et al., 2019)

6.4. A Clq fehérjét tartalmazé szomatikus kapcsolatok arinya jelentdsen

megnovekszik a penumbraban

A Clq konfokalis mikroszkoppal torténé vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy az
altalunk vizsgalt mikroglia-idegsejt kapcsolatok egy részében is jelen van ez a fehérje. A Clq
mikroglia nytlvanyban valé megoszlasa, illetve a szomatikus kapcsolatban betdltott funkcidja
ezidaig ismeretlen volt, ezért tovabbi kisérleteink soran megvizsgaltuk, hogy iszkémias
stroke-on atesett egerek esetében hogyan valtozik a Clq eléfordulasa a mikroglia-idegsejt
kapcsolatban. Ennek eredményeként azt figyeltiik meg, hogy a penumbra teriiletén jelentds
mértékben megnovekedett a C1q jeloléssel ellatott szomatikus mikroglia-idegsejt kapcsolatok
aranya (8. abra) [kontroll: 45,10% (+£18,15%) (atlag +standard deviacio); stroke: 70,66%
(£7,19%), n = 333 kontaktus (6 allat); p = 0,0081].
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8. Abra Iszkémids stroke dtmeneti zondjaban a Clq fehérje (Clq) gyakrabban mutathaté ki a
mikroglia (CX3CR1) —idegsejt (Kv2.1) kapcsolatokban. Méretvonal: 10 um.

6.5. Stroke-ot kovetéen a connexin fehérjék nagyobb szamban talalhaték meg a

mikroglia-idegsejt kapcsolatokban

Kisérleteink soran azt is megfigyeltiik, hogy az oxigénhidny altal leginkabb érintett
iszkémias mag és az ép idegszovet hataran talalhato dtmeneti zonaban a CX43, illetve a CX46
fehérjéket tartalmazo szomatikus mikroglia-neuron kontaktusok ardnya egyarant megnovekszik
a mikroglia-idegsejt kapcsolatokban (9. Abra) [CX43 kontroll: 37,50% (+12,16%) (atlag
+standard deviacid); CX43 stroke: 54,24% (+13,22%), n = 190 kontaktus (3 allat); p = 0,0706;
CX46 kontroll: 41,98% (+£30,62%) (atlag +standard deviacio); CX46 stroke: 69,78%
(+£11,83%), n = 267 kontaktus (5 allat); p = 0,0948].
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9. Abra A szomatikus mikrolia-idegsejt kapcsolatok nagyobb ardanyban tartalmaznak CX43

(A) és CX46 (B) fehérjéket a penumbra régioban. Méretvonal: 10 um.
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7. Diszkusszio

Kozponti idegrendszeriink védelme kiemelten fontos €s driasi kihivast jelentd feladat,
hiszen agyunk a szisztémas keringést6l és a periférias immunrendszert6l elszigetelt szerv. Az
itt kialakuld gyulladasos és fertézéses folyamatokkal szemben elsdsorban az agy legfobb
immunsejtje, a mikroglia képes hatékonyan fellépni. A mikroglia sejtek folyamatos
mindségellenérz0 munkdja elengedhetetlen az idegsejtjeink egészséges miikodésének
fenntartasa érdekében, ehhez pedig sziikség van egy rendkiviill gyors ¢és hatékony
kommunikécids utvonal létrejottére a két sejttipus kozott. Mivel a szélsdségesen polarizalt
idegsejtek miikodése és talélése szempontjabol legfontosabb mechanizmusok a sejtmagot is
tartalmazd sejttestben mennek végbe, kézenfekvonek tiinik, hogy a mikroglia itt probaljon
beavatkozni a neuronalis folyamatokba.

Ezzel 6sszhangban, kutatdcsoportunkban sikeresen megfigyeltiink egy korabban nem
ismert kapcsolatot a hippokampusz €és a neokortex teriiletén, ami sejttipustol fliggetleniil
nagyon gyakran alakul ki a mikroglia sejtek nytlvanya és az idegsejtek sejttestje kozott.
Fiziologids koriilmények kozott a kozvetlen szomatikus kapcsolat az idegsejtek dontd
tobbségén megtalalhatd egérben és emberben egyarant, ami arra utal, hogy a kapcsolat
evoluciosan konzervalt jelenség, igy molekularis ultrastrukturajanak feltérképezése, valamint
mikodésének pontos megértése igéretes attorést hozhat a neurodegenerativ betegségek

A kozvetlen szomatikus kontaktus molekularis szerkezetének vizsgalata sordn a
kapcsolat szamos allandod szerepljét sikeresen azonositottuk. Az idegsejt oldalarol a Kv2.1
fehérjét, a neuronalis sejttestben a kapcsolat teriiletén kihorgonyzott mitokondriumokat és
purinerg vezikulakat, illetve a mikroglialis membranban talalhaté P2Y12 receptorokat. Ezek a
fehérjék és sejtalkotok gyakorlatilag minden szomatikus mikroglia-idegsejt kapcsolatban
megfigyelhetok, és kétiranyu kommunikaciot tesznek lehetdvé a sejtek kozott. Leghjabb
vizsgalataink soran azonban olyan fehérjéket is azonositottunk, amelyek a kapcsolatok
nagyjabol felében vannak csak jelen, ami valdszinlisiti a szomatikus kontaktusok kozti
funkcionalis heterogenitast. Feltételezhetd tehat, hogy nem minden szomatikus mikroglia-
idegsejt kapcsolatnak ugyanaz a szerepe, hanem mas-mas feladatra specializalodnak.

Az 1szkémiés stroke soran bekovetkezd idegsejt-pusztulas nagyban fiigg a terapia
megkezdéséig eltelt id6tdl. Az idegsejtek magas energiaigényiik miatt a vérellatds megsziinését

kovetden gyorsan elhalnak az iszkémids mag teriiletén, azonban ennek hatdran, az atmeneti
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zonaban olyan sejtek vannak, amelyek fiziologias allapota megfeleld koriilmények kozott
visszaallithato. Korabbi kisérletek bebizonyitottak, hogy a mikroglia sejtek neuroprotektiv
szerepet tOltenek be iszkémias stroke-ot kdvetden, igy kutatomunkank soran a szomatikus
mikroglia-idegsejt kapcsolat molekularis felépitésének iszkémias stroke soran torténd
megvaltozasara, ezzel egyiitt pontos funkcidjanak jobb megértésére torekedtiink. Megfigyeltiik,
hogy a kontaktus szamos strukturdlis valtozdson megy keresztiil az iszkémias mag ¢€s az ép
szovet hataran létrej6vo penumbra régidoban, ahol az oxigén-hiany altal érintett, de potencialisan
még megmenthetd idegsejtek talalhatok: az idegsejtek membranjaban fellelhetd Kv2.1
csoportosuldsok feloszlanak, a mitokondriumok fragmentalodnak a citoplazmaban, tovabba a
sejttest felszinén megndvekszik a mikroglidlis boritottsag, ami P2Y 12 receptor-fiiggd mdodon
megy végbe. A strukturalis valtozasok hatasara a fiziologias mikroglia-neuron kommunikécio
ellehetetleniil, ¢s a mindenkori terdpids megkozelitésnek ezen allapot visszaallitasat kell
elsddlegesen céloznia. Az egérben tett megfigyelések transzlacios jelentoségét erdsiti, hogy a
mikroglialis boritottsag-ndvekedést megfigyeltiik stroke-ban elhunyt paciensek post mortem
agyszdveti mintain is.

Az ujonnan azonositott fehérjék fiziologias koriilmények kozott a kapcsolatok
mindossze koriilbeliil 40-45%-aban talalhatok meg. A komplement rendszer egyik fontos
alkotdeleme, a Clq fehérje fiziologias koriilmények kozott a kontaktok 45%-aban figyelhetd
meg, stroke hatasara azonban ez a szam jelent6sen megnovekszik és a mikroglia sejtek a
kapcsolatok mintegy 71%-at jelolik meg Clq fehérjével. Megfigyelésiink 6sszhangban all a
Clq traumas agysériilést kovetd szekunder karosodasban bizonyitottan betoltott szerepével €s
feltételezhetd, hogy az oxigénhidny okozta szoveti karosodas kronikus hatdsaival lehet
Osszefliggésben. A C1q bizonyosan jelzésiil szolgal a mikroglia-idegsejt kapcsolatban, azonban
ennek neuroprotektiv vagy éppen destruktiv vonatkozasait kizarolag funkciondlis kisérletek
soran érthetjiik meg.

A connexin tipusu molekuldk koziil vizsgalt CX43 és CX46, a fiziologias koriilmények
kozott megfigyelt kapcsolatok koriilbeliil 40%-aban fordulnak eld, de a penumbra régidoban
szintén megemelkedett szdmban talalhatok meg. Ezen csatornak jelenléte a neuronokbol
kidramlo ATP szempontjabol kulcsfontossagl, ugyanis mig a fiziologias koriilmények kozott
felszabadulo, kis mennyiségii ATP kemotaktikus ingerként szolgal a mikroglia szamara azok
P2Y12 receptorain keresztiil, addig a patologias koriilmények kozotti, nagysagrendekkel
nagyobb ATP-kiaramlas gatolja a mikroglialis miikodést, és az idegsejtek apoptdzisahoz
vezethet. Az ATP-kiaramlas utvonalanak megismerése kulcsfontossagi, mert amennyiben
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sikerlilne meggatolni azt, azzal tovabb maradhatnak életképesek a penumbra régidban talalhato
idegsejtek, javitva ezzel a terapias kilatasokat.

Eredményeinkbdl lathato, hogy a mikroglia sejtek képesek dinamikusan monitorozni az
idegsejtek allapotat és gyors valaszt adni a neuronalis miikddésben bekdvetkezd valtozasokra a
kozvetlen szomatikus kapcsolaton keresztiil. Reményeink Szerint munkank segit kozelebb
keriilni a kapcsolat anatomiai struktirdjanak, illetve pontos funkcidjanak feltdrasahoz
fiziologids ¢és patologias korilmények kozott, ezaltal a gyulladdsos idegrendszeri
megbetegedésekben lejatszodd folyamatok jobb megértéséhez és egy 1j, mikrogliat célzo

hatékony terdpias szemlélet kidolgozaséhoz.
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9. Fiiggelék

9.1. Az alkalmazott elsodleges antitestek listaja

2. Tablazat Az immunfluoreszcens hisztokémia soran felhasznalt elsddleges antitestek.

Elsodleges

antitestek Gazdaallat Gyarto Katalogusszam Higitas
Clq nyul Abcam ab182451 1:500
CX43 egér ThermoFisher 13-8300 1:500
CX46 nyul Abcam ab203564 1:500
eGFP csirke Invitrogen A10262 1:2000
Kv2.1 egér NeuroMab 75-014 1:500
MAP2 tengerimalac Synaptic Systems 188 004 1:500
P2Y12R nyul naspec AS-55043A 1:500
TOM20 nyul Santa Cruz sc-11415 1:1000

9.2. Az alkalmazott masodlagos antitestek listaja

3. Tablazat Az immunfluoreszcens hisztokémia soran felhasznalt masodlagos antitestek.

g:}sg;i;:{geel: Gazdaallat Gyarto Katalogusszam Higitas
Alexa 488 szamér Jackson 703-546-152 1500
'g'netf?l ;1318 szamar Jackson 711-546-152  1:500
antiﬁ!e%%ﬁ?nélalac kecske LifeTech ALLOTO 1500
Alexa ggr“ szamar LifeTech A21203 1:500
Aalnet)l(arll 5314 szamar LifeTech A21207 1:500
Aa'netfae ggz szamér Jackson 711-605-150  1:1000
Alexa %17 szamér Jackson 711-605-152  1:500
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9.3. Nyilatkozat a hallgatéi munkarol

A dolgozatban bemutatott munka a kutatdsi téma jellegébdl addoddéan a Kisérleti
Orvostudomanyi Kutatdintézet Neuroimmunoldgia Kutatocsoport keretein beliil kertilt

kivitelezésre. Sajat munkam a lentebb 6sszefoglalt pontokban olvashato.

e A6.1, 6.2, illetve 6.3. fejezetekben részletezett eredményekhez a kovetkezokben
jérultam hozza:
- Konfokalis 1ézer-pasztaz6é mikroszkdpia témavezetdi segitséggel
- Meérés, adatelemzés: A végsd elemszam a kutatocsoport tobb tagjanak
munkaja.
e A 6.4 ¢és 6.5. fejezetekben részletezett eredményekhez a kdvetkezOkben jarultam
hozza:
- Immunfluoreszcens reakcidk kivitelezése
- Konfokalis 1ézer-pasztazd mikroszkopia témavezetdi segitséggel

- Meérés, adatelemzés
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